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Cloning and fusion expression of СҮР6В7 репе from Helicoverpa armigera 
MA Саі-Хіа P[]LI Mei [] QIU Xing-Hui™* 0 HE Feng-Qin'[] LIU Hui-Xial] 1. State Key Laboratory of 


Integrated Management of Pest Insects and Rodents[]lnstitute of Zoology[] Chinese Academy of Sciences[] 
Beijing 100080[ |China[] 2. Institute of Pesticide[] Northwest Sci-Tech University of Agricultural and Forestry[] 
Yangline[ ] Shaanxi 7121000 China] 
Abstract[] Although it has been suggested that CYP6B7 in the cotton bollworm[] Helicoverpa armigera | is 
probably responsible for resistance to pyrethroids[ there is по direct evidence showing that CYP6B7 is involved 
in the metabolism of pyrethroid pesticides. То explore the function of СҮР6В? сепеП we attempted to produce 
CYP6B7 enzyme through heterologous expression of the CYP6 B7 gene. Тһе open reading frame of CYP6 p7 
gene was isolated by PCR with genomic DNA as the template and using а pair of CYP6B7 gene-specific 
ргітет | followed by reverse PCR aiming at deleting the intron sequence of 321 bp. А fusion plasmid 
O СҮР6ВТ7-рМАІП was constructed by inserting the CYP6 В7 gene into the BamH |] -Sal ] restriction sites of 
pMAL-c2X vector. CYP6B7-pMAL plasmid was transformed into Æ. coli ТВІ. A fusion protei] CYP6B7 
fused with maltose binding protein[ ] was expressed after induction by IPTG. SDS-PAGE pure fusion protein was 
isolated with an amylose column. 
Key words[] Helicoverpa armigera [|| cytochrome P450[] CYP6B7[] gene clonine[] fusion expression 
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1.2 mL [] 0 O O 00 100 mol/L NaCI[] 25 mmol/L 
EDTA[] 0.1 mg/mL [] 0 0 КПІ0 mmol/L Tris-HCl pH 
8.00.5% 505000 0100 50%0 0000 12- 
1800000000 0/0 000000 01 700 
x gÚ 0 10 min00 0 1/20 0 7.5 mol/L 0000 2 
000 100% ПП [JI 700х000 2 ма 70% 0 
ППИПШПІППП ТЕПППППППИПЦППП 
ППППП та 
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000000 0 00 5-ССССАТССАТСТСССТСТТ 
АТАТСТАССС-1 0 0 0 0 ПП Bamt 100000 
000 0 0 ПП 5'-GCGTCGACTTAAGATAC 
AATCTTCCTACC-0) 000000 $10000 0 
00000 5 xL 10x PCR [] О O M uL 10 mmd/L 
dNTPs01 pL ОУАПППП 10pm 000000 
ПППП 2010 2.5000 Taq DNA 0 O 0 O0 Ú 
0000000 500 PRO 0 I J l94<[] Ú] 5 
min П 094% 1 min[] 55% 1 тіп 7251 шөППП 30 
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dNTPs 4 „Іаан, О 37.5 Шр ОУАППП 1 ull 
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Пі рск0О0000000 
Fig. 1 PCR product іп 1% agarose gel 
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Fig. 2 Alignment of the genomic DNA PCR produc] АҮ5938710 top line[] with СУРбВ7 cDNA] 


ATGTGGGTCTTATATCTACCGGCAGTGCTATCAGTGTTAATCGTTACCCTTTATTTATATTTTACAAGAACATTTAACTATTGGAAGAAA 


| | { 1 | 
ATGTGGGTCTTATATCTACCGGCAGTGCTGTCAGTGTTAATCGTTACCCTTTATTTATATTTTACAAGAACATTTAACTATTGGAAGAAA 


CAAAATGTTCGTGGGCCGGAACCAACTGTTTTCTTCGGGAACTTGAAGGATTCAACCCTTCGCAAGAAAAACATAGGAATAGTGATGGAA 


| 
CGAAATGTTCGTGGGCCGGAACCAACTGTATTCTTCGGGAACTTGAAGGATTCAACCCTTCGCAAGAAAAACATAGGAATAGTGATGGAA 


GAAATTTACAACCAGTTTCCGGATGAAAAGGTGGTTGGAATGTATAGAATGACCACACCCTGCCTACTGGTACGTGATTTGGATGTGAT 


GAAATTTACAACCAGTTTCCATATGAAAAGGTGGTTGGAATGTATAGAATGACCACACCCTGCCTACTGGTACGTGATTTCCATGTGAT 


TAAACATATCATGATTAAAGACTTTGAAGCGTTCCGTGATCGTGGCGTGGAATTCAGCAAAGAAGGATTGGGACAAAACTTGTTCCATGCT 


| 
TAAACATATCATGATTAAAGACTTTGAAGCGTTCCGTGATCGTGGTGTGGAATTCAGCAAAGAAGGATTGGGACAAAATTTGTTCCATGCT 


GACGGAGAAACGTGGAGAGCATTAAGAAACAGATTTACACCTATTTTTACATCTGGTAAATTGAAAAACATGTTCTATCTTATGCATGAA 
GACGGAGAAACGTGGAGAGCATTAAGAAACAGATTTACACCTATTTTCACATCTGGTAAATTGAAAAACATGTTTTATCTTATGCATGAA 
ATAACTTTATTGACCACGTGAGCAAAGAGTGTGAAAAAAAAACAAGAGTTTGAAGTTCACTCCCTTCTCCAGACGTACACCAT 


G. 
TGATAACTTTATTGACCACGTGAGCAAAGAGTGTGAAAAAAAAACAAGAGTTTGAAGTTCACTCCCTTCTTCAGACGTACACCA 
GTCTACGATCTCATCATGTGCTTTCGGAGTGAGTTATAACAGCATCAGCGATAAAGTTCAGACTCTAGAAATTGTAGACAAGATTATTT 
G. 
А, 






































АТСТСАТСАТСТОСТТТСССАСТСАСТТАТААСАССАТСАСССАТАААСТТСАСАСТСТАСАААТТСТАСАСААСАТСАТТТ 
АСТТАТССТАТАСААТТССАТТАТАТСТАСССТАААТТАТТСССААААСТСААТСТТТСЛАТААТССССАСТССТСТАСААС 











Ш>--> (0—0 — 


AGAACCAAGTTACGCTATAGAATTGGATTATATGTATCCTAAATTATTGGCAAAACTCAATCTTTCAATTATCCCGACTCCTGTACAAC 
TTCAAAAGTCTTGTGGACAACATTATCAGCCAAAGGAATGGCAAACCTGCAGGCCGCAATGATTTTATGGATCTCATACTCGAGC 


=з 











TTTCTTCAAAAGTCTTGTGGACAACATTATTAGCCAAAGGAATGGCAAACCTGCAGGCCGCAACGATTTTATGGATCTCATACTCGAGC 
CCGTCAAATGGGAGAGGTAACTAGTAACAAATATCTTGATGGAGTAACATCACTTGAAATTACTGACGAAGTAATATGTGCCCAAGCTT 
CCGTCAAATGGGAGAGGTAACTAGTAACAAATATCTTGATGGAGTAACATCACTTGAAATTACTGATGAAGTTATATGTGCCCAAGCTT 
TGTATTTTACGTTGCTGGATATGAAACCAGCGCAACTACAATGTCCTATTTGATATACCAACTCTCACTTAATCAAGACGTCCAAAAC 
ШТИ 
АСТСАТССААААСТААСАТАССАСАСССТСААССАЛАТСАЛАТАСТТСААСАААС 
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С 
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-3 
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TGTATTCTACGTTGCTGGATATGAAACCAGTGC 


GTTGATAGCTGAAGTAGATGAAGCAATAAAAGC 


А, 

| Т 
СТТСАТАССТСААСТАСАТСААССААТААЛАССТАСТСАТССААААСТААСАТАССАСАСССТСААССАААТСААСТАСТТСААСАААСТ 
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СТТТСАССАААСССТТССТАТОТАСТСТАТАСТАСААССАСТССАААСААЛАСТТАСААСАСАСТАССАСАТТССТССААСТСАТСТССТ 


| 
CTTTGACGAAACTCTTCGTATGTACTCTATAGTAGAACCACTGCAAAGAAAAGCTACAAGAGACTACCAAATTCCCGGAACTGATGTCGT 


CATTGAAAAGGACACTATGGTATTAATATCTCCACGAGGCATTCACTATGACCCGAAATATTACGACAACCCTAAACAATTCAACCCTGA 
M IMILLA ОЛЕН 
TAGATTTGATGCGGAGGAAGTGGGCAAGCGTCACCCGTGCGCGTACTTACCATTCGGACTTGGACAAAGGAATTGCATAGGTAAGCAAAT 
ML AAQGICAACUMIACOUUTOUGUUTACTTACCAUICUGACHQGACAAAGGAATTOCATAG asss su 


ТТСЛАТАССАСТТААТТАТТСТСАТТАААААТААСТТСАТАААСТСТСАТАААСАТСТСААСССТСААСТСАТСТСААСТАААСАЛАСА 
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C3 


a r t PD hl 
релш акыркы кс иели дуа GTATGCGGTTTGGCAGACTTCAGTCTCTACTATGCATCACGAAGATTTTA 
остки ИШИНИН 
TCCAAGTTTAGAATAGAGCCATCGAAGAATACCGACAGAAACTTGCAAGTCGAACCGCGCCGTGTTACTATTGGACCGAAAGGAGGAATA 
CGTGTAAACATTGTTCCTAGGAAGATTGTATCTTAA 


ПІШЕН 
ССТСТАААСАТТСТТССТАССААСАТТСТАТСТТАА 











02 0000 0 AY598710 0 Ш СҮР6ВТІ АЕ031468ППШППППШПППШПППП 








“І"ПППППППППЦПП Identical base іп both sequenced -”ПППППП Without base. 


AF031468[] bottom line[ ] 
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0000 300 504000000000 4000 
00 00 Г68ҮП 187Е0088н 0 МӨТПППППП 
0 99% GenBank [] 00497428 П 000 2000 
00 Ш кз55к 0 МӘОТОПППППППППП 
000000 СУР6ВӢ AF031468 00000 
2.3 СҮР6ВТ7-МВВРИПППППППП 
рРМА-ОХППППППППППППППП 
П ПП maltose-binding protein 1MBPUOO O O O 42.4 
ШӨППППППППППППТП meer UU H Ú 
00 0 505-РАБЕПППППППП CYP6p7[I П 


0000000 58.181 P 0 00000000 
pMAL-c2X0 00000000000 TBI BIL 
П IPTG[] 0.3 mmol/L[] ЗОСПП 4200000 
ППППППИППАППППППППППППП 
ПППППППППШППППППППППП 
ППППЮОФПІПППППП amylose O0 0 00 
000000000000000 0 0 08% sps- 
РАСЕПППППППППППППЯПППППИПП 
D00000 1~1.5000 000000000 
О 2mĮmM0000000 


1 MWVLYLPAVLSVLIVTLYLYFTRTFNYWKKRNVRGPEPTVFFGNLKDSTLRKKNIGIVMEEIYNQFPDEKVVGMYRMTTPCLLVRDLDVI 90 
1 MWVLYLPAVLSVLIVTLYLYFTRTFNYWKKRNVRGPEPTVFFGNLKDSTLRKKNIGIVMEEIYNQFPYEKVVGMYRMTTPCLLVRDFHVI 90 


91 KHIMIKDFEAFRDRGVEFSKEGLGQNLFHADGETWRALRNRFTPIFTSGKLKNMFYLMHEGADNFIDHVSKECEKKQEFEVHSLLQTYTM 180 
91 KHIMIKDFEAFRDRGVEFSKEGLGQNLFHADGETWRALRNRFTPIFTSGKLKNMFYLMHEGADNFIDHVSKECEKKQEFEVHSLLQTYTM 180 


181 STISSCAFGVSYNSISDKVQTLEIVDKIISEPSYAIELDYMYPKLLAKLNLSIIPTPVQHFFKSLVDNIISQRNGKPAGRNDFMDLILEL 270 


18 


— 


STISSCAFGVSYNSISDKVQTLEIVDKIISEPSYAIELDYMYPKLLAKLNLSIIPTPVQHFFKSLVDNIISQRNGKPAGRNDFMDLILEL 270 


271 FQMGEVTSNKYLDGVTSLEITDEVICAQAFVFYVAGYETSATTMSYLIYQLSLNQDVQNKLIAEVDEAIKASDGKVTYDTVKEMKYLNKV 360 
271 RQMGEVTSNKYLDGVTSLEITDEVICAQAFVFYVAGYETSATTMSYLIYQLSLNQDVQNKLIAEVDEAIKASDGKVTYDTVKEMKYLNKV 360 


361 FDETLRMYSIVEPLQRKATRDYQIPGTDVVIEKDTMVLISPRGIHYDPKYYDNPKQFNPDRFDAEEVGKRHPCAYLPFGLGQRNCIGMRF 450 
361 FDETLRMYSIVEPLQRKATRDYQIPGTDVVIEKDTMVLISPRGIHYDPKYYDNPKQFNPDRFDAEEVGKRHPCAYLPFGLGQRNCIGMRF 450 


451 GRLQSLLCITKILSKFRIEPSKNTDRNLQVEPRRVIIGPKGGIRVNIVPRKIVS 504 


451 GRLQSLLCITKILSKFRIEPSKNTDRNLQVEPRRVTIGPKGGIRVNIVPRKIVS 504 





П 3 000 CYP6B7[] GenBank [] 0 СУРВЛПППППППППП 
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